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SUMMARY 

Testes from 15&20$ day old rat embryos were cultivated i/r vitro in the presence of [4-T] 

testosterone. The following androgens were identified in the homogenate by thin-layer radio- 
chromatography. derivative formation and recrystallization to constant specific activity: 
androstenedione. So-androstanedione. 5o-androstane-3a. l7/3-diol, So-dihydrotestosterone and 
androsterone. With the present data. there is no conclusive evidence of the physiological role 
of these metabolites. 

INTRODUCTlON 

IL A I?T~ demontre chez plusieurs especes de Mammiferes que les testicules 
embryonnaires secretaient de la testosterone [l-5]. On sait aussi que la testo- 
sterone represente I’agent responsable de la differentiation sexuelle de I’appareil 
genital male [6- 121. La question est encore discutee de savoir si elle agit par elle- 
meme ou par I’intermediaire de ses metabolites, mais toujours est-il qu’au tours de 
son utilisation par les canaux de Wolff. par exemple, elle est transformee princi- 
palement en 5 wdihydrotestosterone [ 13 3. On pouvait se demander si les testicules 
eux-memes I’utilisaient et chercher a identifier les metabolites formis. 

MAT&RIEL ET MkTHODES 

Les testicules d’embryons de Rat Wistar ont CtC cultives in vitro sur milieux 
geloses [14], a 36,7-37,3”C, pendant 24 h, en presence de [4J4C]-testosterone 
(C.E.A., Gif-sur-Yvette). 

La [4-14C]-testostCrone a CtC livree en solution dans le benzene. Apres ivapora- 
tion de celui-ci. elle a Cti dissoute dans le melange propylene-glycol-Tyrode 
1 : 3 (7.5 et 1.25 pCi/ml) et une gouttelette de 0.02 ml de cette solution a ete de- 
posee a la surface de chaque milieu de culture apt-es I’explantation des testicules. 

D’apres le fabricant. la purete radiochimique de la testosterone Ctait de 97- 
98%: nous I’avons v&if% par radiochromatographie sur couche mince de gel de 
silice Merck F 254 dans le systeme chloroforme-acetone 9 : 1, Cette mCme verifi- 
cation a CtC refaite a la fin de I’experience. 20 jours plus tard. sans qu’aucune 
alteration ait pu etre decelee. 

La culture terminee. les testicules ont ete rinces a 3 reprises avec 1 ml de 
liquide de Tyrode. puis conserves dans du Tyrode frais. au congelateur a -20°C. 
Prealablement a I’extraction. ils ont Cte homogeneises a froid a l’aide d’un homo- 
geneiseur Polytron (Kinematica. Lucerne!. L’homogenat est ensuite addition& de 
50 wg de chacun des 7 entraineurs suivants: testosterone. androstenedione. 
5 a-dihydrotestosterone, androsterone, 5 cY-androstane-3 a,1 7/Sdiol, 5 cx-andros- 
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tane-3&17@diol et 5wandrostanedione, puis extrait par le mClange ither- 
dichloromCthane 2: 1 v/v. L’extrait est siche au moyen de sulfate de Na, puis, 
ap&s rkduction de son volume par Cvaporation dans un courant d’azote, au bain- 
marie g 45°C ChromatographiC sur couche mince de gel de silice Merck GF 254 
dans le systkme de solvants chloroforme-Cther 7: 3 v/v[15], en mime temps que 
les 7 hormones de rkfimece. 

Celles-ci se &parent sous forme de 5 bandes. correspondant. par ordre de 
polarit dCcroissante, aux deux diols. B la testost&-one, g la dihydrotestost&one et 
I’androstCrone, g I’androst&edione et iI I’androstanedione. Les deux diols se 
&parent ensuite par une nouvelle chromatographie sur couche mince de gel de 
silice Merck F 254 dans le sysdme chloroforme-ither 9 : 1 v/v (4 dCve1oppement.s) 
et IadihydrotestostCrone et I’androstCrone, apris acttylation, dans le cyclohexane- 
acetate d’Cthyle 9 : 1 v/v (3 dCveloppements). Un lecteur de radiochromatogrammes 
Berthold enregistre la ripartition de la radioactivitk le long des diffkrentes couches 
minces. L’intCgration des pits permet d’evaluer I’importance des differents m&a- 
bolites. 

Recristallisations d activite’ spe’cifique constante. Les recristallisations ont Ctk 
faites dans tous les cas apt-&s addition de 20 mg du composC non radioactif. Apr& 
sCchage 2 l’dtuve B 5O”C, pendant 2 h au moins, les cristaux, d’une masse voisine 
du mg, sont pesCs B I’aide d’une balance Cahn $0.02 mg p&s, puis dissous dans 15 
ml de scintillateur (4 g Omnifluor- 1 1 tolukne p.a. Merck). Les comptages de la 
radioactivitk se font B I’aide d’un spectromktre Nuclear-Chicago Mark I et durent 
le temps qu’il faut pour rkduire I’incertitude au seuil de 95% (double de l’kcart- 
type) B moins de 2 ou 3%. suivant les cas. Les eaux-mkres n’ont pas toujours 
pu ttre recueillies en quantitC suffisante: si l’incertitude relative sur la masse 
dCpasse B elle seule 4%. leur comptage a Cti omis. Seules ont 6tC retenues les 
valeurs de I’activitC sp&ifique dont I’incertitude relative (somme des incertitudes 
relatives sur le taux de comptage et la masse) est infkrieure B 5%. L’activiti 
spCcifique est considkrie comme constante et par consCquent le composC en 
question identifiC. si les valeurs obtenues pour les 3 derniers Ochantillons de crist- 
aux au moins ne different pas de plus de 5% de la valeur moyenne [ 161. 

RhULTATS 

Deux exgriences ont &tC effect&es dans les conditions que rksume le Tableau 
I. DCcrivons I’exp&ience 1 en detail. 

La Figure I reprksente le radiochromatogramme de I’extrait total. II prCsente 
6 pits de radioactivitk. dont les 5 premiers recouvrent respectivement les zones oti 
ont migre les deux diols (I). la testostkrone (I I). la dihydrotestostkrone et I’andros- 
t&one (I I I ). I’androst&nedione (IV) et I’androstanedione (V); la nature du pit VI 
est inconnue. A supposer qu’aucun des stCroi’des radioactifs n’ait Ctk extrait 
pr~f&entiellement. & supposer que le triple rinqage au Tyrode ait dCbarrass6 les 

Tableau I Conditions de culture des testicules embryonnaires de Rat 

Nombre de 

testicules Age 

Nombre de 

milieux 

Activite 

totale 

ExpCrience I 

Expkrience 2 

I ox I_5j.$3Oj.) 9 I.35 PCi 

IX4 17j.$ I I 0.375 PCi 
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Fig. 1. Radiochromatogramme de I’extrait total de i’homogenat de l’experience I. Les pits I-V 
correspondent respectivement aux deux diols (I). B la testosterone (I I). B la dihydrotestosterone 
et I’androsterone (III). B I’androstbnedione (IV) et a I’androstanediol 0’): la nature du pit VI 
est inconnue. Les pits I-VI representent respectivement 12, 52. IO. 12, 8 et 6% de la radio- 

activite totale. Systime de solvants: chioroforme-ether 7 : 3. 

Fig. 2. Separation du 5 d-androstane-3a, 17p-diol et de son epimire 3/3. Les rectangks hachu& 
indiquent I’emplacement des entrainems: un pit correspond a chacun d’eux. Solvant: chloro- 

forme-ether 9 : 1 v/v (4 developpements). 

testicules de toute trace de steroide radioactif se trouvant dans le milieu et sous 
reserve qu’aucun autre Sterdide ne contribue a la radioactivite du pit II, pres 
de 50% de la testosterone absorbee ont et& metabolids. Les pits I, Ill, IV, V et 
VI representent respectivement 12,10,12,8 et 6% de la radioactivite totale. 

La Figure 2 illustre la separation des deux diok.: un pit correspond ri chaccn 
des deux. Apres acetylation. un pit est associe a chaque acetate. mais les recristal- 
lisations montrent que l’activitc n’etait pas lice a I’acetate de Sor-androstane-S/3. 
I 7p-diol. L’ipimtre 3 01, par contre, a pu etre identifie (Tableau 2). 

La Figure 3 illustre la separation de I’androsterone et de la dihydrotestos- 
t&one apris acetylation: un pit correspond a chacun des deux acetates, qui ont 
ensuite pu etre recristallids B activite spkfique constante (Tableau 2). 

Apres reduction de I’androstenedione, le radiochromatogramme ne presentait 
qu’un pit unique, mais qui ne se superposait pas exactement B la testostkrone 
obtenue. Apt-es acetylation. l’activite se divisa en quatre; celie correspondant a 
I’acetate de testosterone lui appartenait en propre. comme le montrent les ~&GUI- 
tats des recristallisations (Tableau 2). 

L’androstanedione a Cte recristallisee directement: la Constance de I’activite 
spkifique a CtC obtenue (Tableau 21. 
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ac.DliT 

Fig. 3. SCparation des acetates de dihydrotestostkrone et d’androstirone. Solvant: cycle- 
hexane-a&ate d’bthyle 9 : I (3 diveloppements). 

Les resultats de i’expkience 2 ont et& en tous points sembiab~es B ceux de 
i’expkience 1. 

CONCLUSION ET DlSCUSSlON 

Nous nous &ions propose d’identifier ies metabolites de la [4-W]-testosterone 
dans le testicuie embryonnaire de Rat cuitivi in t&-o. SW ies 6 androgknes 
recherches. cinq ont pu Ctre identifies. a savoir i’androsttnedione, la Sa-andros- 
tanedione, le Sru-androstane-3 cy, 17p-diol, la 5 ~-dihydrotestost~~ne et i’andros- 
t&one. 

On peut natur~~iement se demander si ces mktaboiites sont form& in uiz~o. 
Dans nos experiences de culture in vitro, ie testicuie baignait dans un milieu riche 
en testosterone. qu’il absorbait et pouvait transformer a ioisir. In viuo, par contre, 
a peine formee. la testosterone passe dans ie sang et ies transformations n’ont 
peut-etre pas ie temps de s’effectuer aussi facilement. 

On peut encore se poser d’autres questions. Oii s’effectuent ies transformations. 
dans les ceiiuies de Leydig ou ies cordons sexueis? L’un ou i’autre mktabolite 
intervient-il s~cifiquement dans la phase de multiplication des gonocytes? Nais 
ces questions demeurent pour le moment sans rkponse. 

Terminons en signalant ie travail de Steinberger et al.[l7] sur ie metabolisme 
de la [4J4C] testosterone par des cultures de ceiiuies de Leydig de jeunes Rats de 
20 jours. Les metaboiites identifies furent i’androstbnedione et ie Sa-androstane- 
3cu, 17@-dioi. Si, par rapport a notre propre travail, la gamme des metabolites 
parait moms &endue. est-ce dO aux conditions de culture ou a la difference d’bge 
des testicuies. les uns &ant p&eves sur i’embryon. ies autres sur ie jeune Rat? Ou 
bien. ies jeunes Rats. ayant ete trait& par la gonadotrophine chorionique humaine 
du 10’ au 20e jour, ceile-ci serait-elle responsable de ce retrkcissement du m&a- 
boiisme? Quoi qu’ii en soit. ie resultat interessant de notre travail semble bien &re 
la formation de dihydrotestosterone. 

I. 
2. 

3. 
4. 
5. 
6. 
7. 
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